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(57) Abstract 

A novel conditional gene expression system particu- 
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molecules including a domain capable of selectively binding a 
given DNA sequence and a sensing domain capable of specif- 
ically binding a transacuvator or transrepressor or a transacti- 
vator or transrepressor complex. 

(57) Abrege' 

La pr6sente invention conceme un nouveau systeme con- 
ditional pour 1'expression de genes. Le systeme de Invention 
est base' notamment sur la creation et Lexpression de molerules 
chim6riques bispecifiques comprenant un doma_ine capable de 
her selectivement une sequence d^finie d'ADN et un do- 
maine dtftecteur capable de iier sperifiquement un transact! - 
vateur ou transr^presseur ou un complexe transactivateur ou 
transr6presseur. 
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RVRTFMF ITEXPRE ^inN. HONDITIONNEL 

La presente invention concerne un nouveau systeme pour 
I'expression conditionnelle de genes. Elle concerne egalement I'utilisation de 
ce systeme en therapie genique ou cellulaire, pour cibler de maniere tres 
5 selective I'expression de genes d'interet. 

Les therapies genique et cellulaire consistent a corriger une 
deficience ou une anomalie (mutation, expression aberrante, etc) ou a 
assurer I'expression d'une proteine d'interet therapeutique par introduction 
d'une information genetique dans la cellule ou I'organe affecte. Cette 

10 information genetique peut etre introduite soit ex vivo dans une cellule 
extraite de I'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduce dans 
I'organisme (therapie cellulaire), soit directement in vivo dans le tissu 
approprie (therapie genique). Differentes techniques existent pour eflectuer 
le transfert de genes, parmi lesquelles des techniques diverses de 

15 transfection impliquant des vecteurs chimiques ou biochimiques, naturels ou 
synthetiques tels que des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et 
al., J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et de proteines nucleates (Kaneda et al., 
Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 
7413), I'emploi de liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), 

20 lipides cationiques, etc. Une autre technique repose sur I'emploi de virus 
comme vecteurs pour le transfert de genes. A cet egard, differents virus ont 
ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations cellulaires. En 
particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les virus 
adeno-associes et les adenovirus. L'une des difficult6s majeures pour le 

25 developpement de ces therapies genique et cellulaire reside cependant dans 
la selectivity du traitement. Selon les applications, selon le gene a transferer, 
il est important de pouvoir cibler certains tissus ou certaines parties 
seulement de I'organisme afin de concentrer I'effet therapeutique et de limiter 
la dissemination et les effets secondaires. Ce ciblage peut etre realise en 
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utilisant des vecteurs presentant une specificite cellulaire donnee. Une autre 
approche consiste a utiliser des signaux d'expression specifiques de certain 
types cellulaires. A cet egard, des promoteurs dits specifiques ont ete decrits 
dans la litterature, tels que le promoteur des genes codant pour la pyruvate 

5 kinase, la villine, la GFAP, le promoteur de la proteine intestinale de liaison 
des acides gras, le promoteur de I'actine a des cellules du muscle lisse, ou le 
promoteur des genes de I'apo-AI, I'apo-AII, I'albumine humaine, etc. 
Cependant, ces promoteurs presentent certains inconvenients et en 
particulier ils presentent un certain bruit de fond transcriptionnel qui peut etre 

10 genant pour I'expression de genes toxiques et ils sont limites a certaines 
cellules et ne peuvent done etre utilises pourtoute application. 

La presente invention decrit maintenant un nouveau systeme 
d'expression conditionnel de genes, particulierement selectif et efficace. Une 
des caracteristiques avantageuses du systeme de I'invention reside dans sa 

15 capacite a exprimer un gene non pas en fonction d'un type cellulaire, mais en 
fonction de la presence d'un element cellulaire particulier ou d'une situation 
physiologique particuliere. Ce systeme fait en effet appel a des molecules 
chimeriques bispecifiques comprenant un domaine capable de lier 
selectivement une sequence definie d'ADN et un domaine detecteur capable 

20 de lier specifiquement un transactivateur ou un complexe transactivateur. 

Un premier aspect de la presente invention reside plus 
particulierement dans la creation et I'expression de molecules chimeriques 
bispecifiques comprenant un domaine capable de lier selectivement une 
sequence definie d'ADN et un domaine capable de lier specifiquement un 
25 transactivateur ou transrepresseur ou un complexe transactivateur ou 
transrepresseur. 

Un autre aspect de la presente invention reside dans une sequence 
d'acide nucleique codant pour une molecule chimerique telle que definie ci- 
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avant, ainsi que tout un vecteur d'expression comprenant ladite sequence 
nucl6ique. 

Un autre aspect de I'invention consiste en un syst6me conditionnel 
d'expression de g6nes comprenant (i) une molecule chim6rique telle que 
5 d6finie ci-avant et (ii) une cassette d'expression comportant une sequence de 
regulation, un promoteur minimal (dont ('activity depend de la presence d'un 
transactivateur) et ledit gene. 

Un autre aspect de I'mvention reside egalement dans un vecteur 
d'expression comprenant 
10 - une sequence nucleique codant pour une molecule chim6rique telle 

que d6finie ci-avant et 

- ladite cassette d'expression. 

Le syst6me d'expression conditionnel de I'invention est 
particulierement approprte pour une utilisation en th6rapie g6nique ou 
15 cellulaire, pour cibler de manure trds selective I'expression de g6nes 
d'intergt. 

L'une des composantes du systeme de I'invention consiste done en 
des molecules chimeriques bisp6cifiques particuli^res comprenant un 
domaine capable de lier s6lectivement une sequence d6finie d'ADN et un 
domaine capable de lier sp^cifiquement un transactivateur ou un complexe 
transactivateur. La bisp6cificit6 des molecules de I'invention r6side d'une part 
dans leur capacit6 & lier une sequence d'ADN d6finie (g6n6ralement 
d6sign6e sequence r6gulatrice ou op6rateur) et d'autre part dans leur 
capacity a recruter sp6cifiquement un domaine prot6ique transactivateur ou 
transr6presseur permettant d'induire ou de r^primer I'expression de g6nes. 

L'invention porte particuli&rement sur la mise au point de molecules 
chim6riques bisp6cifiques permettant le recrutement de tout facteur 
transcriptionnel dont I'activation ou I'inactivation conduit a une situation 
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physiopathologique. Les molecules chimeriques bispecifiques selon 
I'invention permettent ainsi le recrutement s6lectif de transactivateurs 
transcriptionnels specifiques d'un etat physiopathologique, la fixation de ces 
facteur transcriptionnels a des promoteurs par I' intermediate d'une fixation 
de ces molecules a des sequences d'ADN definies localisees pres de ces 
promoteurs (sequences regu lattices ou operateur), et ainsi I'expression 
conditionnelle de genes (Figure 1). 

L'invention porte egalement sur la mise au point de molecules 
chimeriques bispecifiques permettant le recrutement non pas d'une molecule 
portant un domaine transactivateur mais d'un complexe transactivateur 
transcriptionnel, c'est a dire d'un complexe forme entre une molecule cible 
presente dans une cellule et une molecule portant un domaine 
transactivateur (Figure 2). Dans ce cas, le complexe transactivateur est 
preferentiellement forme au moyen d'une deuxieme molecule chimerique 
bispecifique comprenant un domaine transactivateur et un domaine de liaison 
selectif a ladite molecule cellulaire. La fixation de cette deuxieme molecule 
permet la formation d'un complexe binaire transactivateur transcriptionnel, 
lequel complexe etant alors recrute par le systeme detecteur de I'invention. 
La fixation de ce complexe ternaire a proximite de promoteurs permet ainsi 
I'expression regulee de genes. Ce type de construction permet 
avantageusement d'elargir les conditions d'utilisation du systeme de 
I'invention a la detection de toute molecule intracellulaire depourvue de 
domaine transactivateur, qu'il s'agisse d'une molecule endogene ou d'une 
molecule d'origine infectieuse par exemple. 

Le systeme de I'invention permet ainsi, grace a un systeme de 
detection tres selectif ("sensor") d'activer I'expression de genes d'interet 
uniquement en presence de proteines cibles. II peut s'agir de facteurs 
transcriptionnels apparaissant lors de situations physiologiques ou 
physiopathologiques, ou de toute molecule endogene ou d'origine infectieuse 
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par exemple. Le systeme de ['invention contient en effet un element 
d6tecteur tr6s sensible et tr6s s6lectif permettant de conditionner I'expression 
d'un g6ne & la presence, 1'apparition ou la disparition de toute mol&cule dans 
une cellule. 

5 Dans le cadre de la pr6sente invention, le terme transactivateur 

d6signe tout facteur transactivateur de la transcription ou toute proline 
comportant un domaine transactivateur transcriptionnel. Le complexe 
transactivateur dtsigne le complexe form6 entre une molecule pr6sente 
dans une cellule et une molecule bisp6ci1ique de I'invention comprenant un 

10 domaine transactivateur et un domaine de liaison sp6citique & ladite 
molecule. Le systeme depression de I'invention peut 6tre utilise pour 
recruter toute proline transactivatrice ou portant un domaine 
transactivateur, et en particulier toute proline d'origine virale, parasitaire, 
mycobacterienne ou cellulaire poss6dant une activity transactivateur 

15 transcriptionnel. Parmi les tacteurs transcriptionnels d'origine virale on peut 
citer notamment la proteine Tat du virus VIH, les prolines E6/E7 du virus du 
papillome ou encore la proteine EBNA du virus d'Epstein Barr. Ces prolines 
posstdent un domaine transactivateur transcriptionnel et sont pr6sentes 
uniquement dans les cellules infect6es par ces virus, c'est-&-dire dans des 

20 conditions physiopathologiques particuli6res. Le systeme d'expression 
conditionnel selon I'invention permet avantageusement une detection de 
cette situation physiologique (1'apparition de ces transactivateurs sp6crfiques 
de ('infection virale) et I'induction d'une expression selective de g6ne(s) 
donn6(s). Parmi les prolines cellulaires, on peut citer pr6f6rentiellement la 

25 prot6ine p53 mut6e ou sauvage. La prot6ine p53 est constitute de 393 
acides amines. Sous sa forme sauvage, elle est un suppresseur de tumeur 
capable de r6guler n6gativement la croissance et la division cellulaire. Cette 
activity est Ii6e & la presence d'un domaine transactivateur transcriptionnel 
dans la structure de la prot6ine p53 ( localis6 dans la region N-terminale de la 

30 prot6ine (r6sidus 1-100 environ). Dans certaines situations, p53 sauvage est 
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egalement capable d'induire I'apoptose (Yonish-Rouach et al., Nature, 352, 
345-347, 1991). Ces proprietes se manifestant en situation de stress ou 
I'integrite de I'ADN cellulaire est menacee, p53 a ete suggeree etre un 
"gardien du genome". La presence de p53 mutees dans environ 40 % des 

5 tumeurs humaines, tous types confondus, renforce cette hypothese et 
souligne le r6le probablement crucial que jouent les mutations de ce gene 
dans le developpement tumoral (pour revues, voir Montenarh, Oncogene, 7, 
1673-1680, 1992 ; Oren, FASEB J., 6, 3169-3176, 1992 ; Zambetti and 
Levine, FASEB J., 7, 855-865, 1993). Dans le cadre de la presente 
10 invention, il est possible de recruter selectivement le domaine transactivateur 
de la proteine p53 et ainsi d'induire I'expression controlee de gene(s) 
uniquement dans les cellules contenant cette proteine. II est particulierement 
interessant selon I'invention de recruter specifiquement les formes mutees 
de la proteine p53 qui, comme indique ci-avant, apparaissent dans des 

15 situations physiopathologiques d'hyperproliferation cellulaire (type cancer). 
Ce ciblage peut etre realise preferentiellement au moyen d'un domaine de 
liaison specifique aux formes mutees de la proteine p53. II existe toutefois 
une specificite de fait liee a ('accumulation des formes mutees qui possedent 
une demi-vie tres superieure a la forme sauvage. 

20 Le systeme de I'invention peut egalement etre utilise pour induire 

I'expression selective de gene(s) par detection de toute molecule cible 
presente dans une cellule. La proteine detectee est preferentiellement une 
proteine apparaissant dans une cellule dans des situations anormales 
(infection, hyperprolif6ration, etc). II peut s'agir en particulier de proteines 

25 virales telles que des proteines de structure ou de fonction d'un virus, et 
notamment du virus VIH, hepatite, herpes, etc. II peut s'agir egalement de 
prot6ines specifiques d'un etat d'hyperproliferation cellulaire telles que 
notamment les proteines myc, fos, jun, les cyclines, etc. 

L'une des proprietes des molecules chimeriques de I'invention reside 

30 done dans leur capacite a se lier a des regions specifiques d'ADN (regions 
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regulatrices ou operateur). Cette liaison permet d'apporter le domaine 
transactivateur £ proximity du promoteur et de ce lait d'activer I'expression 
d'un gene place sous controle dudit promoteur. 

Le domaine capable de lier s6lectivement une sequence d6finie d'ADN 
5 present dans les molecules de 1'invention est essentiellement d'origine 
proteique. Plus pr6f6rentiellement, ce domaine derive d'une proline 
procaryote ou eucaryote capable d'interagir avec des sequences d'ADN. De 
nombreuses etudes genetiques et structurales ont aujourd'hui permis de 
definir precisement, au sem de proteines mteragissant avec des sequences 

10 d'ADN double brin, les domames responsables de ces interactions. 

Parmi les proteines procaryotes interagissant avec des sequences 
d'ADN double brin, on peut citer notamment des represseurs bact6riens et, 
preferentiellement, le represseur tetracycline d'E. Coli et le represseur Cro du 
bacteriophage Lambda. 

15 Le represseur tetracycline (tetR) de E.coli est une proline de 210 

acides amines environ. Chez E.coli, tetR controle negativement la 
transcription de genes mediant la resistance & cet antibiotique au sein de 
l'op6ron tet. En absence de tetracycline, le represseur tetR se fixe & I'ADN au 
, niveau d'une sequence sp6cifique (designee sequence op6rateur ou Tetop) 

20 et reprime la transcription du g£ne de resistance. Au contraire, en presence 
de tetracycline, le represseur tetR ne se fixe plus & I'operateur tetop 
permettant une transcription constitutive du g6ne (Hillen.W and Wissmann.A. 
(1989) in Protein-Nucleic Acid Interaction. Topics in Molecular and Structural 
Biology.eds, Saenger.W. and Heinemann.U. (Macmillan, London), Vol. 10. pp. 

25 143-162). La sequence de tetR a 6t6 publi6e (elle est reproduite notamment 
dans WO94/04682). La sequence d'ADN double brin sp6cifique de liaison de 
tetR & I'ADN (Tetop) est compos6e du motif suivant : 
TCTCTATCACTGATAGGGA (SEQ ID n° 1). 

Ce motif peut etre r6p6te plusieurs fois pour augmenter I'affinite et 
30 I'efficacite du systeme. Ainsi, La sequence regulatrice peut comprendre 
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jusqu'a 10 motifs et, de preference, contient 2 motifs (Tetop2) ou 7 motifs 
(Tetop7) (voir Figure 3). 

La proteine Cro a ete definie a I'origine comme un regulateur de 
I'expression du represseur CI (Eisen.H. et coll. (1970) PNAS 66, pp855). Le 
5 clonage du gene cro a permis I'identification d'une proteine de 66 acides 
amines (SEQ ID n° 21; Roberts;T et coll. (1977) Nature 270, pp274). Cro 
exerce son role physiologique en se fixant preferentiellement a I'operateur 
OR3 de Lambda. 

La sequence d'ADN double brin specifique de liaison de Cro a I'ADN (region 
10 designee OR3) est composee des bases suivantes : 
TATCACCGCAAGGGATA (SEQ ID n° 2) 
Cette region peut egalement etre repetee plusieurs fois pour augmenter 
I'affinite et I'efficacite du systeme (voir Figure 4). 

Parmi les proteines eucaryotes interagissant avec des sequences 
15 d'ADN double brin, on prefere utiliser pour la construction des molecules de 
I'invention les proteines ou domaines derives des proteines STAT, p53 ou 
NFkB (Inoue et al., PNAS 89 (1992) 4333). Concernant la proteine p53, son 
domaine de liaison a I'ADN est localise dans la region centrale de la proteine 
et, plus precisement, dans la region comprise entre les acides amines 102 a 
20 292 (Pavletich et al., Genes & Dev. 7 (1993) 2556). 

Comme indique ci-avant, le domaine capable de lier selectivement une 
sequence definie d'ADN present dans les molecules de I'invention est 
preferentiellement derive d'une proteine procaryc-te ou eucaryote capable 

25 d'interagir avec une region d'ADN double-brin. Le domaine utilise pour la 
construction des molecules de I'invention peut etre constitue de I'ensemble 
de la proteine ou d'un fragment de celle-ci comportant la region d'interaction 
avec I'ADN. Ce domaine a ete identifie pour differentes proteines et 
notamment TetR (voir par exemple Berens et al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 

30 1 945). II peut egalement etre constitue d'un derive de cette proteine ou du 
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fragment ayant conserve les propnetes de laison a I'ADN. De tels derives 
sont notamment des proteines presentant des modifications d'un ou plusieurs 
acides amines, par exemple pour permettre leur fusion avec les autres 
domaines des molecules de I'mvention, preparees selon les techniques 
classiques de la biologie moleculaire. Des derives des proteines TetR et Cro 
par exemple ont ete decrits dans la litterature, possedant des mutations 
ponctuelles et/ou des deletions (Hecht et al., J. Bact. 175 (1993) p. 1206; 
Altschmied et al.. EMBO J 7 (1988) 4011; Baumeister et al., Proteins 14 
(1992) 168; Hansen et al., J. Biol. Chem. 262 (1987) 14030). La capacite de 
liaison de ces derives a une sequence definie d'ADN peut ensuite etre testee 
par incubation du derive prepare avec la sequence regulatrice et detection 
des complexes formes. En outre, les derives peuvent egalement etre -des 
proteines ayant des proprietes ameliorees de liaison a I'ADN (specificite, 
affinite, etc). 

Selon un mode prefere de mise en oeuvre, le domaine capable de lier 
selectivement une sequence definie d'ADN present dans les molecules de 
I'invention est derive d'une proteine procaryote. Ce type de construction est 
particulierement avantageux puisque ces proteines, d'origine non-humaine, 
reconnaissent des sites d'ADN double brin d'au moins 14 nucleotides. La 
probability de trouver la meme sequence au sein du genome humain est 
quasi nulle et done le systeme d'expression obtenu est d'autant plus selectif. 

Dans un mode de realisation prefere, le domaine capable de lier 
selectivement une sequence definie d'ADN present dans les molecules de 
I'invention est derive des proteines tetR ou Cro. II est tout particulierement 
avantageux d'utiliser les proteines tetR ou Cro (SEQ ID n° 21) completes. 

Le domaine capable de lier specifiquement le transactivateur 
transcriptionnel ou le complexe transactivateur transcriptionnel present dans 
les molecules de I'invention peut etre de differents types. II peut s'agir en 
particulier d'un domaine d'oligomerisation dans le cas ou le transactivateur 
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ou le complexe transactivateur cible comporte egalement un tel domaine. II 
peut egalement s'agir de tout domaine synthetique ou naturel connu pour 
interagir avec ledit transactivateur ou complexe transactivateur. II peut 
encore s'agir d'un anticorps ou d'un fragment ou derive d'un anticorps dirige 
5 contre le transactivateur ou complexe transactivateur. 

Parmi les domaines d'oligomerisation utilisables dans le cadre de 
I'invention on peut citer plus particulierement les leucine-zipper, les domaines 
SH2 ou les domaines SH3 par exemple. Les leucine-zipper sont des helices 
a amphipatiques qui contiennent 4 ou 5 leucines tous les 7 acides amines. 

10 Cette periodicite permet la localisation des leucines a peu pres a la meme 
position sur I'helice a. La dimerisation est sous tendue par des interactions 
hydrophobes entre les chaines laterales des leucines de deux domaines 
zipper contigus (Vogt et al., Trends In Bioch. Science 14 (1989) 172). Les 
domaines SH2 sont connus pour interagir avec des sequences peptidiques 

15 specifiques phosphorylees en tyrosine. Les domaines SH3 peuvent etre 
utilises pour former un oligomere avec tout transactivateur ou complexe 
transactivateur comportant le peptide riche en proline correspondant 
(Pawson et al., Current Biology 3 (1993) 434). On peut egalement utiliser des 
regions de proteines connues pour induire une oligomerisation, telles que 

20 notamment la region C-terminale de la proteine p53. ^utilisation de cette 
region permet de recruter de maniere selective les proteines p53 presentes 
dans une cellule. On utilise preferentiellement dans le cadre de I'invention 
une region de p53 comprise entre les acides amines 320-393 (SEQ ID n° 3), 
302-360 ou 302-390. 

25 Parmi les domaines synthetiques ou naturels connus pour interagir 

avec la molecule comportant I'element transactivateur cible, on peut citer par 
exemple la region de la proteine MDM2 interagissant avec la proteine p53. 
Ce type de construction permet ainsi de recruter comme transactivateur la 
proteine p53 sauvage ou mutee. 
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Un domaine de liaison specifique au transactivateur transcriptionnel 
prefere de I'invention est constitue par un anticorps ou un fragment ou derive 
d'anticorps. Les fragments ou derives d'anticorps sont par exemple les 
fragments Fab ou F(ab)'2, les regions VH ou VL d'un anticorps ou encore 

5 des anticorps simple chaine (ScFv) comprenant une region VH liee a une 
region VL par un bras. Ce type de domaine est particulierement avantageux 
puisqu'il peut etre dirige contre toute molecule. 

Les anticorps, molecules de la superfamille des immunoglobulines, 
sont constitues de differentes chaines (2 lourdes (H) et 2 legeres (D) elles 

10 memes composees de differents domaines (domaine variable (V) domaine 
de jonction (J), etc). Le domaine de liaison au transactivateur ou complexe 
transactivateur present dans les molecules de I'invention est 
avantageusement constitue d'un fragment ou derive d'anticorps comprenant 
au moins le site de liaison de I'antigene. Ce fragment peut etre soit le 

15 domaine variable d'un chaine legere (V[_) ou lourde (Vh), eventuellement 
sous forme de fragment Fab ou F(ab')2 ou, preferentiellement, sous forme 
d'anticorps simple chaine (ScFv). Les anticorps simple chaine utilises pour la 
construction des molecules de I'invention sont constitues dun peptide 
correspondant au site de liaison de la region variable de la chaine legere d'un 

20 anticorps relie par un bras peptidique a un peptide correspondant au site de 
liaison de la region variable de la chaine lourde d'un anticorps. La 
construction de sequences d'acides nucleiques codant pour de tels anticorps 
modifies selon I'invention a ete decrite par exemple dans le brevet 
US4.946.778 ou dans les demandes WO94/02610. W094/29446. Elle est 

25 illustree dans les exemples. 

Une construction preferee selon la presente invention comprend un 
domaine de liaison a une proteine p53. II s'agit plus preferentiellement d'un 
derive d'anticorps dirige contre une proteine p53. Un mode de realisation 
particulier est constitue par un anticorps simple chaine dirige contre p53. A 
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titre d'exemple particulier, on utilise le ScFv de sequence SEQ ID n° 4 dont la 
construction est decrite dans les exemples. 

Le domaine de liaison a I'ADN et le domaine de liaison au 
transactivateur sont generalement relies entre eux par I'intermediaire d'un 
5 bras. Ce bras est generalement constitue d'un peptide conferant une 
flexibility suffisante pour que les deux domaines des molecules de I'invention 
puissent etre tonctionnels de maniere autonome. Ce peptide est 
generalement compose d'acides amines non charges, n'interferant pas avec 
I'activite des molecules de I'invention, tels que par exemple la glycine, la 
10 serine, le tryptophane, la lysine ou la proline. Le bras comprend 
generalement de 5 a 30 acides amines et, de preference, de 5 a 20 acides 
amines. Des exemples de bras peptidiques utilisables pour la construction 
des molecules de I'invention sont par exemple : 

- GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID n° 5) 

15 . PKPSTPPGSS (SEQ ID n° 6) dont la sequence codante est 

CCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCA (SEQ ID n° 6). 

Des exemples preferes de molecule selon I'invention sont notamment 
les molecules suivantes : 

a) ScFv-tag-Hinge-TET ou Cro (Figure 5A) 
20 Ce type de molecule comporte : 

- un domaine de liaison a un transactivateur constitue d'un anticorps 

simple chaine, 

- une sequence peptidique tag reconnue par un anticorps monoclonal 
permettant la detection immunologique de la molecule. Cette sequence peut 

25 etre par exemple I'epitope VSV de sequence MNRLGK (SEQ ID n° 7) dont la 
sequence codante est ATGAACCGGCTGGGCAAG (SEQ ID n° 7), ou 
I'epitope myc de sequence EQKLISEEDLN (SEQ ID n° 8) dont la sequence 
codante est GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAAT (SEQ ID n° 
8), reconnu par I'anticorps 9E10. 
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- un bras peptidique de sequence SEQ ID n° 6 (Hinge) et 

- un domaine de liaison a fADN constitu6 de la proline TET ou Cro. 
Pr6ferentieliement, le ScFv est dirige contre une proline p53. 

b) ScFv-Hinge-TET ou Cro (Figure 5B) 

5 Ce type de molecule comporte les memes 6l6ments que la molecule 

a) & ('exception de la sequence tag qui est absente. 

c) ScFv-TET ou Cro (Figure 5C) 

Ce type de molecule comporte stmplement un domatne de liaison & 
un transactivateur constitufe d'un anticorps simple chaine et un domaine de 
10 liaison & I'ADN constitue de la proline TET ou Cro. II ne comporte ni bras, ni 
sequence tag. Dans cette construction, le domaine de liaison au 
transactivateur est localise dans la partie N-terminale de la molecule et le 
domaine de liaison a I'ADN dans la partie C-terminale. 

d) TET ou Cro-ScFv (Figure 5D) 

15 Ce type de molecule est similaire au type c) ci-dessus. La difference 

reside essentiellement dans I'agencement des domaines : le domaine de 
liaison au transactivateur est maintenant localise dans la partie C-terminale 
de la molecule et le domaine de liaison & I'ADN dans la partie N-terminale. 

e) TET ou Cro-Hinge-ScFv (Figure 5E) 

20 Ce type de molecule comporte les memes 6l6ments que la molecule 

b) ci-dessus. La difference reside essentiellement dans I'agencement des 
domaines : le domaine de liaison au transactivateur est maintenant localise 
dans la partie C-terminale de la molecule et le domaine de liaison & I'ADN 
dans la partie N-terminale. 

25 f) Oligom-tag-Hinge-TET ou Cro (Figure 5A) 

Ce type de mo!6cule est semblable au type a), & I'exception du 
domaine de liaison au transactivateur qui est remplac6 par le domaine 
d'oligonferisation & la profeine p53 de sequence SEQ ID n° 3. Cette molecule 
permet de recruter les profetnes p53 mufees apparaissant dans les cellules 

30 tumorales. 
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g) Oligom-Hinge-TET ou Cro (Figure 5B) 

Ce type de molecule est semblable au type b), a I'exception du 
domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la proteine p53 de sequence SEQ ID n° 3. 
5 h) Oligom-TET ou Cro (Figure 5C) 

Ce type de molecule est semblable au type c), a I'exception du 
domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la proteine p53 de sequence SEQ ID n° 3. 

i) TET ou Cro-Oligom (Figure 5D) 
10 Ce type de molecule est semblable au type d), a I'exception du 

domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la prot6ine p53 de sequence SEQ ID n° 3. 

j) TET ou Cro-Hinge-Oligom (Figure 5E) 

Ce type de molecule est semblable au type e), a I'exception du 
15 domaine de liaison au transactivateur qui est remplace par le domaine 
d'oligomerisation a la proteine p53 de sequence SEQ ID n° 3. 

Par ailleurs, dans chacune de ces molecules, le bras peptidique peut 
etre aisement remplace par la sequence (G4S)3 (SEQ ID n° 5). 

Un autre objet de la presente invention reside dans une sequence 
20 d'acide nucleique codant pour une molecule chimerique telle que definie ci- 
avant. II s'agit avantageusement d'une sequence d'ADN, notamment d'ADNc. 
II peut egalement s'agir d'un ARN. Les sequences de I'invention sont 
generalement construites par assemblage, au sein d'un vecteur de cionage, 
des sequences codant pour les differents domaines selon les techniques 

25 classiques de la biologie moleculaire. Les sequences d'acides nucleiques de 
I'invention peuvent eventuellement etre modifiees par voie chimique, 
enzymatique ou genetique, en vue de generer des domaines stabilises, et/ou 
multifonctionnels, et/ou de taille reduite, et/ou dans le but de favoriser leur 
localisation dans tel ou tel compartiment intracellular. Ainsi, les sequences 

30 d'acides nucleiques de I'invention peuvent comprendre des sequences 
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codant pour des peptides de localisation nucleaire (NLS). En particular, il est 
possible de fusionner les sequences de I'invention avec la sequence codant 
pour le NLS du virus SV40, dont la sequence peptidique est la suivante : 
PKKKRKV (SEQ ID n° 9) (Kalderon et al, Cell 39 (1984) 499). 

5 Les sequences nucl6iques selon ['invention font avantageusement 

partie d'un vecteur d'expression, qui peut etre de nature plasmidique ou 
virale. 

Un autre objet de la presente invention reside dans une proline de 
fusion comprenant un domaine transactivateur transcriptionnel et un domaine 
10 de liaison sp6cifique a une molecule donnee, eventueilement reli6s par un 
bras peptidique, ainsi que toute sequence d'acide nucleique codant pour une 
telle fusion. Le domaine transactivateur peut 6tre issu de toute proline 
transactivateur transcriptionnel, tel que p53, VP16, EBNA, E6/E7, Tat, etc. 

Un autre objet de I'invention consiste en un systeme conditionnel 
15 d'expression de g6nes comprenant : 

- une molecule chim6rique telle que d6finie ci-avant et 

- une cassette depression comportant une sequence r&gulatrice, un 
promoteur transcriptionnel minimal et ledit gene. 

La cassette d'expression contient les 6l6ments n6cessaires & 
20 I'activation de 1'expression du g£ne par le transactivateur ou complexe 
transactivateur recrut6 par la molecule bisp6cifique. Ainsi, la sequence 
r6gulatrice est la s6quence de liaison & I'ADN de la molecule chim6rique 
exprim&e. Lorsque le domaine de liaison & I'ADN de la molecule chim6rique 
est represents par tout ou partie de TetR, la s6quence r6gulatrice comprend 
25 la sequence SEQ ID n° 1 ou un d6riv6 de celle-ci, 6ventuellement r6p6t6e 
plusieurs fois. II s'agit pr6f6rentiellement de la s6quence op2 (comprenant 2 
motifs Tetop r6p6t6s) ou Op7 (comportant 7 motifs Tetop r6p6t6s telle que 
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decrite par exemple dans Weinmann et al., The Plant Journal 5 (1994) 559). 
De meme, lorsque le domaine de liaison a I'ADN de la molecule chimerique 
est represents par tout ou partie de Cro, la sequence regulatrice comprend la 
sequence SEQ ID n° 2 ou un derive de celle-ci, eventuellement repetee 

5 plusieurs fois. II s'agit preferentiellement de la sequence OR3. Les derives 
des sequences SEQ ID n° 1 et 2 peuvent etre toute sequence obtenue par 
modification de nature genetique (mutation, deletion, addition, repetition, etc) 
et conservant la capacite de tier specifiquement une proteine. De tels derives 
ont ete decrits dans la litterature (Baumeister et al precitee, Tovar et al., Mol. 

10 Gen. Genet. 215(1 988) 76, WO94/04672). 

Concemant le promoteur transcriptionnel minimal, il s'agit d'un 
promoteur dont I'activite depend de la presence d'un transactivateur. De ce 
fait, en I'absence de la molecule chimerique, le promoteur est inactif et le 
gene n'est pas ou peu exprime. En revanche, en presence de la molecule 

15 chimerique, le transactivateur ou complexe transactivateur recrute permet 
d'induire I'activite du promoteur minimal et ainsi I'expression du gene 
d'interet. Le promoteur minimal est constitue generalement d'une boite TATA 
ou INR. Ces elements sont en effet les elements minimum necessaires a 
I'expression d'un gene en presence d'un transactivateur. Le promoteur 

20 minimal peut etre prepare a partir de tout promoteur par modification 
genetique. A titre d'exemple prefere de promoteur candidat on peut citer le 
promoteur du gene de la thymidine kinase. Des resultats interessants ont 
plus precisement ete obtenus avec un promoteur minimal derivant du 
promoteur TK compose des nucl6otides -37 a +19. Le promoteur minimal 

25 peut egalement deriver du CMV humain. En particulier, il peut etre constitue 
du fragment compris entre les nucleotides -53 a +75 ou -31 a +75 du CMV. 
Tout promoteur conventionnel peut toutefois etre utilise tel que par exemple 
le promoteur des genes codant pour la chloramphenicol acetyle transferase, 
la p-galactosidase ou encore la luciferase. 
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La cassette d'expression est avantageusement constituee des 

elements suivants : 

- Comme sequence reguiatrice, une sequence comprenant la 
sequence SEQ ID n° 1 ou 2 ou un derive de celles-ci, eventuellement 

5 r6p6t6e plusieurs fois, 

- Comme promoteur minimal, un promoteur derive du promoteur du 

gene de la thymidine kinase (TK), 

- une sequence codante d'mteret. 

Encore plus pr6f6rentieliement, le promoteur minimal est constitue de 
10 la region -37 a +19 du promoteur du gene de la thymidine kinase. 

Avantageusement, la cassette d'expression est choisie parmi les 
cassettes de structure Tetop2.TK-G6ne; Tetop7.TK-Gene et OR3.TK-Gene. 

Un autre aspect de ('invention reside dans un vecteur d'expression 
comprenant une sequence d'acides nucleique codant pour une molecule 
15 chim6rique et une cassette d'expression telles que definies ci-avant. Dans les 
vecteurs de ('invention, la sequence d'acides nucieiques codant pour la 
molecule chimerique et la cassette d'expression peuvent etre ins6r6es dans 
la m§rne orientation ou dans les orientations opposees. Par ailleurs, le 
vecteur peut 6tre de nature plasmidique ou virale. 

20 Parmi les vecteurs viraux, on peut citer plus preterentiellement les 

adenovirus, les retrovirus, les virus de I'herpds ou encore les virus ad6no 
associ6s. Les virus selon la presente invention sont d6fectifs, c'est-a-dire 
incapables de se r6pliquer de fagon autonome dans la cellule cible. 
G6n6ralement, le genome des virus detectits utilises dans le cadre de la 

25 pr6sente invention est done depourvu au moins des sequences necessaires 
a la replication dudit virus dans ia cellule infectee. Ces regions peuvent 6tre 
soit eiiminees (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit 
substitu6es par d'autres sequences et notamment par les sequences de 
invention. Pr6f6rentiel!ement, le virus d6fectif conserve n6anmoins les 
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sequences de son genome qui sont necessaires a I'encapsidation des 
particules virales. 

S'agissant plus particulierement d'adenovirus, differents serotypes, 
dont la structure et les proprietes varient quelque peu, ont ete 

5 caracterises. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la 
presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) 
ou les adenovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). Parmi 
les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 

10 (exemple : Mav1, Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, 
aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, I'adenovirus 
d'origine animale est un adenovirus canin, plus preferentiellement un 
adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par 
exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de I'invention des 

15 adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement, le genome des adenovirus recombinants de 
I'invention comprend au moins les ITR et la region d'encapsidation d'un 
adenovirus, et la sequence d'acides nucleiques codant pour une molecule 
chimerique et une cassette d'expression telles que definies ci-avant. Plus 

20 preferentiellement, dans le genome des adenovirus de I'invention, la 
region E1 au moins est non fonctionnelle. Le gene viral considere peut 
etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de I'homme du 
metier, et notamment par suppression totale, substitution (par exemple par 
les sequences de I'invention), deletion partielle, ou addition d'une ou 

25 plusieurs bases dans le ou les genes consideres. De telles modifications 
peuvent etre obtenues in vitro (sur de I'ADN isole) ou in situ, par exemple, 
au moyens des techniques du genie genetique, ou encore par traitement 
au moyen d'agents mutagenes. D'autres regions peuvent egalement etre 
modifiees, et notamment la region E3 (WO 95/02697), E2 (WO 94/28938), 
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E4 (WO 94/28152, WO 94/12649, WO 95/02697) et L5 (WO 95/02697). 
Selon un mode prefere de mise en oeuvre, ladenovirus selon I'invention 
comprend une deletion dans les regions E1 et E4. Selon un autre mode de 
realisation prefere, il comprend une deletion dans rdgion E1 au niveau de 
5 laquelle sont inserees la region E4 et les sequences de I'mvention (Ct 
FR 94 13355). 

Les adenovirus recombinants defectifs selon I'invention peuvent 
etre prepares par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero 
et al., Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 

10 2917). En particulier, ils peuvent etre prepares par recombinaison 
homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre les 
sequences d'ADN de I'invention (sequence codant pour la molecule 
chimerique + cassette d'expression). La recombinaison homologue se 
produit apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une 

15 lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference 
(i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
capables de complementer la partie du genome de I'adenovirus defectif, 
de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee 

20 de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 
59) qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche 
du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %) ou des lignees capables de 
complementer les fonctions E1 et E4 telles que decrites notamment dans 
les demandes n° WO 94/26914 et WO95/02697. 

25 Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et 

purifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire, comme 
illustre dans les exemples. 

Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus a 
30 ADN de taille relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des 
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cellules qu'ils infectent. de maniere stable et site-specrfique. Us sont 
capables d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet sur la 
croissance, la morphologie ou la difterenciation cellulaires. Par ailleurs, ils 
ne semblent pas impliques dans des pathologies chez I'homme. Le 
5 genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repetee 
inversee (ITR) de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour 
le virus. Le reste du genome est divise en 2 regions essentielles portant 
les fonctions d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le 
10 gene rep implique dans la replication virale et I'expression des genes 
viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene cap codant pour les 
proteines de capside du virus. 

Utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de 
genes in vitro et in vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment 
15 WO 91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5.1 39,941, EP 488 528). 
Ces demandes decrivent differentes constructions derivees des AAV, dans 
lesquelles les genes rep et/ou cap sont deletes et remplaces par un gene 
d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) 
ou in vivo (directement dans un organisme) ledit gene d'interet. Les AAV 
20 recombinants defectifs selon I'invention peuvent etre prepares par co- 
translection, dans un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire 
humain (par exemple un adenovirus), d'un plasmide contenant les 
sequences nucleiques de I'invention (sequence codant pour la molecule 
chimerique + cassette depression) bordee de deux regions repetees 
25 inversees (ITR) d'AAV, et d'un plasmide portant les genes d'encapsidation 
(genes rep et cap) d'AAV. Les AAV recombinants produits sont ensuite 
purifies par des techniques classiques. 

Concernant les virus de I'herpes et les retrovirus, la construction 
de vecteurs recombinants a ete largement decrite dans la litterature : voir 
30 notamment Breakfield et al., New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, 
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EP1 78220, Bernstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235; McCormick. 
BioTechnology 3 (1985) 689, etc. 

En particulier, les retrovirus sont des virus integrates, infectant 
selectivement les cellules en division, lis constituent done des vecteurs 
5 d'interet pour des applications cancer. Le genome des retrovirus 
comprend essentiellement deux LTR, une sequence d'encapsidation et 
trois regions codantes (gag, pol et env). Dans les vecteurs recombinants 
derives des retrovirus, les genes gag, pol et env sont generalement 
deletes, en tout ou en partie, et remplaces par une sequence d'acide 

10 nucleique heterologue d'interet. Ces vecteurs peuvent etre realises a partir 
de differents types de retrovirus tels que notamment le MoMuLV ("murine 
moloney leukemia virus"; encore designe MoMLV), le MSV ("murine 
moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey sarcoma virus"); le SNV 
("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma virus") ou encore le virus 

15 de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants selon invention, un 
plasmide comportant notamment les LTR, la sequence d'encapsidation et 
les sequences de I'invention (sequence codant pour la molecule 
chimerique + cassette d'expression) est generalement construit, puis 

20 utilise pour transferer une lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable 
d'apporter en trans les fonctions retrovirales deficientes dans le plasmide. 
Generalement, les lignees d'encapsidation sont done capables d'exprimer 
les genes gag, pol et env. De telles lignees d'encapsidation ont ete 
decrites dans I'art anterieur, et notamment la lignee PA317 (US4.861.719); 

25 la lignee PsiCRIP (WO90/02806) et la lignee GP+envAm-12 
(WO89/07150). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent 
comporter des modifications au niveau des LTR pour supprimer I'activite 
transcriptionnelle, ainsi que des sequences d'encapsidation etendues, 
comportant une partie du gene gag (Bender et al.. J. Virol. 61 (1987) 
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1639). Les retrovirus recombinants produits sont ensuite purifies par des 

techniques classiques. 

Un exemple de construction d'un virus recombinant defectif selon 
Tinvention (retrovirus) est decrit sur la figure 8. Cette figure souligne un 

5 deuxieme avantage des constructions selon I'invention qui reside dans 
I'absence d'expression du gene d'interet dans les lignees d'encapsidation. 
Ces lignees etant depourvues du transactivateur ou complexe 
transactivateur recrute par le systeme de I'invention, le promoteur est 
inactif et le gene n'est pas exprime dans la cellule de production (figure 

10 8A). Ce n'est que lorsque le virus a effectivement infecte une cellule cible, 
c'est-a-dire une cellule dans laquelle est present le transactivateur ou 
complexe transactivateur recrute par le systeme de Tinvention, que le 
gene est effectivement exprime (Figure 8B). Ceci est particulierement 
avantageux pour la construction de virus contenant des genes dont 

15 I'expression serait toxique pour les cellules (genes Grb3-3, IL-2, Toxine 

diphterique, etc). 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout 
particulierement avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus 
recombinant defectif. Ces vecteurs possedent en effet des proprieties 
20 particulierement interessantes pour le transfert de genes dans les cellules 
tumorales. 

Differents types de vecteurs non-viraux peuvent egalement etre 
utilises dans le cadre de I'invention. Le systeme d'expression conditionnel 
selon I'invention peut en effet etre incorpore dans un agent non viral 
25 capable de promouvoir le transfert et I'expression d'acides nucleiques 
dans des cellules eucaryotes. Les vecteurs chimiques ou biochimiques 
represented une alternative interessante aux virus naturels en particulier 
pour des raisons de commodite, de securite et egalement par I'absence de 
limite theorique en ce qui conceme la taille de I'ADN a transfecter. 
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Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions principales, 
compacter I'acide nucleique a transferer et promouvoir sa fixation 
cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le 
cas echeant, les deux membranes nucleaires. Pour pallier a la nature 

5 polyanionique des acides nucleiques, les vecteurs non viraux possedent 
tous des charges polycatloniques. 

Parmi les vecteurs synthetiques developpes, les polymeres 
cationiques de type polylysine, {LKLK)n, (LKKL)n, polyethylene immine et 
DEAE dextran ou encore les lipides cationiques ou lipofectants sont les 

10 plus avantageux. lis possedent la propriete de condenser I'ADN et de 
promouvoir son association avec la membrane cellulaire. Parmi ces 
derniers, on peut citer les lipopolyamines (lipofectamine, transfectam, etc) 
et difterents lipides cationiques ou neutres (DOTMA, DOGS, DOPE, etc). 
Plus recemment, il a ete developpe le concept de la transfection ciblee, 

15 mediee par un recepteur, qui met a profit le principe de condenser I'ADN 
grace au polymere cationique tout en dirigeant la fixation du complexe a la 
membrane grace a un couplage chimique entre le polymere cationique et 
le ligand d'un recepteur membranaire, present a la surface du type 
cellulaire que I'on veut greffer. Le ciblage du recepteur a la transferrine, a 

20 I'insuline ou du recepteur des asialoglycoproteines des hepatocytes a ainsi 
6te decrit. 

La presente invention a egalement pour objet toute composition 
pharmaceutique comprenant un vecteur tel que defini ci-avant. Ces 
compositions peuvent etre tormulees en vue d'une administration par voie 

25 topique, orale, parenteral, intranasale. intraveineuse, intramusculaire, sous- 
cutanee, intraoculaire, etc. Preferentiellement, la composition selon 
I'invention contient des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une 
formulation injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines 
(phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium 

30 ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou 
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de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le 
cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. S'agissant des retrovirus, ils peut etre avantageux 
d'utiliser directement les cellules d'encapsidation ou des cellules infectees ex 
5 vivo en vue de leur reimplantation in vivo, eventuellement sous forme de neo- 
organes (WO 94/24298). 

Les doses de vecteur utilisees pour I'injection peuvent etre 
adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction 
du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee ou encore de 
10 la duree du traitement recherchee. D'une maniere generate, les virus 
recombinants selon I'invention sont formules et administres sous forme de 
doses comprises entre 10* et 10 14 pfu/ml. Pour les AAV et les 
adenovirus, des doses de 10 6 a 10 10 pfu/ml peuvent egalement etre 
utilisees. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
15 infectieux d'une suspension de virions, et est determine par infection d'une 
culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 48 heures, 
du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de 
determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees 
dans la litterature. 

20 

Le systeme d'expression selon I'invention et les vecteurs 
correspondants sont particulierement utiles pour controler I'expression de 
genes d'interet dans le cadre de therapies cellulaire ou genique. lis 
peuvent ainsi etre utilises pour contrdler I'expression de toute sequence 

25 codante d'interet, et notamment d'une sequence codant pour un produit 
therapeutique, qu'il s'agisse d'un peptide, polypeptide, proteine, acide 
ribonucleiques, etc. Plus particulierement, le gene est une sequence 
d'ADN (ADNc, ADNg, ADN synthetique, humain.animal, vegetal, etc) 
codant pour un produit proteique tel que des enzymes, les derives 

30 sanguins, les hormones, les lymphokines : interleukines, interferons, TNF, 
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etc (FR 9203120), les lacteurs de croissance, les neurotransmetteurs ou 
leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les facteurs trophiques : 
BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5, etc; les 
apolipoproteines : ApoAl, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la 

5 dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), les genes 
suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, Rap1 A, DCC, k-rev, etc (FR 93 
04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la coagulation 
: Facteurs VII, VIII, IX, etc, ou encore tout ou partie d une immunoglobulme 
naturelle ou artificielle (Fab, ScFv, etc), un ARN ligand (W091/19813) etc. 

10 Le gene d'interdt peut egalement etre une sequence antisens, 

dont I'expression dans la cellule cible permet de controler I'expression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent 
par exemple etre transcrites, dans la cellule cible, en ARN 
complementaires d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en 

15 proteine, selon la technique decrite dans le brevet EP 140 308. 

La presente invention est particulierement adaptee a I'expression 
de sequences codant pour des tacteurs toxiques. II peut s'agir en 
particulier de poisons pour les cellules (toxine diphterique, toxine 
pseudomonas, ricine A, etc) de produit induisant une sensibilite a un agent 

20 externe (genes suicides Thymidine kinase, cytosme desaminase, etc) ou 
encore de genes tueurs capables d'induire la mort cellulaire (Grb3-3 
(PCT/FR94/00542). ScFv anti-ras (W094/29446) , etc). Le systeme de 
I'invention permet en effet de produire des vecteurs notamment viraux 
contenant ces sequences sans toxicite pour les cellules de production, 

25 puis ensuite d'induire I'expression de ces molecules toxiques 
selectivement dans des cellules cibles presentant le transactivateur ou 
complexe transactivateur desire. Ce type de construction est done 
particulierement adapte a des strategies de therapies antitumorales par 
exemple, dans lesquelles I'objectif est de detruire selectivement les 

30 cellules affectees. Ce systeme est egalement particulierement interessant 
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pour I'expression de cytokines, interferons, TNF ou TGF par exemple, dont 
une production incontrdlee peut avoir des effets secondaires tres 
marques. 

La presente demande sera decrite plus en detail a I'aide des 
5 exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

i frgende des Figures 

Figure 1 : Representation du systeme d'expression conditionnel selon 
I'invention permettant le recrutement selectif d'un transactivateur au moyen 

10 d'un domaine d'oligomerisation (A) ou d'un ScFv (B). 

Figure 2: Representation du systeme d'expression conditionnel selon 
I'invention permettant le recrutement selectif d'un complexe transactivateur. 
Figure 3: Representation d'une cassette d'expression selon I'invention 
comportant une sequence regulatrice Tetop7, un promoteur minimal (boite 

15 TATA) et un gene (CAT). 

Fioure 4: Representation dune cassette d'expression selon I'invention 
comportant une sequence regulatrice OR3, un promoteur minimal (boite 
TATA) et un gene (CAT). 

Figure 5: Representation de molecules chimeriques bispecifiques selon 
20 I'invention. 

Figure 6: Construction de sequences d'ADN codant pour des molecules 
chimeriques bispecifiques selon I'invention. 
Figure 7: Representation de constructions chimeriques contrfile. 
Figure 8: Structure et fonctionnement d'un vecteur viral (retrovirus) selon 
25 I'invention. 

Figure 9: Etude de I'interaction entre les molecules hybrides de I'invention et 
une sequence regulatrice. 

Figure 10: Etude de I'interaction entre les molecules hybrides de I'invention et 
differentes formes de la proteine p53. 
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Figure 11: Mise en evidence de I'activation de la cassette Tet-Luc dans les 
cellules SAOS-2. 

Finure 12: Mise en evidence de Tactivation de la cassette Tet-Luc dans les 
cellules H358. 

5 Techniques generates de Biolooie Moleculaire 

Les methodes classiques de biologie moleculaires telles que la 
centrifugation d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium-bromure 
d'ethidium, les digestions par les enzymes de restriction, I'electrophorese sur 
gel, la transformation dans E.coli, la precipitation des acides nucleiques etc, 
10 sont decrites dans la litterature (Maniatis el aj.,1 989). 

Les enzymes x>nt ete tournies par New-England Biolabs (Beverly, MA). 
Pour les ligatures les fragments d'ADN sont separes selon leur taille sur des 
gels d'agarose de 0,8 a 1,5 %, purifies par GeneClean (BIO101, LaJolla CA) 
et incubes de nuit a 14°C dans un tampon Tris-HCI pH 7.4 50 mM, MgCl2 10 
15 mM, DTT 10 mM, ATP 2 mM, en presence d'ADN ligase du phage T4. 

^amplification par PCR, (Polymerase Chain Reaction), a egalement 
ete realisee selon Maniatis eisJ., 1989, avec les specifications suivantes : 

- Concentration en MgCl2 portee a 8mM. 

- Temperature de denaturation 95°C, temperature d'hybridation 55°C, 
20 temperature d'allongement 72°C. Ce cycle a ete repete 25 fois dans un 

PE9600 Thermalcycler (Perkin Elmer, Norwalk CO). 

Les oligonucleotides sont synthetises en utilisant la chimie des 
phosphoramidites proteges en 3 par un groupement cyanoethyl, (Sinha el 
aj.,1 984, Giles 1985), avec le synth6tiseur automatique d'ADN Applied 
25 Biosystem modele 394, (Applied Biosystem, Foster City CA), selon les 
recommandations du fabricant. 

Le sequencage a ete effectue sur des matrices double-brin par la 
methode de terminaison de chaines en utilisant des amorces fluorescentes. 
Nous avons utilise le kit se sequencage Taq Dye Primer Kit de chez Applied 
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Biosystem (Applied Biosystem, Foster City CA) selon les specifications du 
fabricant. 

Exemotes 

p v fm n| ft 1 • Construction de c assflttps ri'exnression CQmnortant Une 
5 sAqiianne de regulation, un prnmntetir transnrintionnel minimal fit UP gene, 

1 .1. Construction du plasmide pTETop7/CAT 

Le plasmide pTETop7/CAT contient les elements suivants (Figure 3) : 

- Une sequence de regulation constitute d'une sequence d'interaction 
avec le represseur tetracycline tetR composee de 7 motifs Tetop (SEQ ID 

10 n°1)repetes; 

- un promoteur minimal derive du promoteur du gene de la thymidine 
kinase (region -37 a + 19 portant la boite TATA) ; 

- la sequence codant pour la chloramphenicol acetyl transferase (CAT) 
sous contr6le dudit promoteur minimal. 

15 Ce plasmide a ete construit par clonage du fragment Smal-Bglll du 

plasmide pUHD10-7 (WO 94/29442) dans le plasmide pKK232-8 
(Pharmacia) prealablement digere par Smal et BamHI. 

1 .2. Construction du plasmide pOR3/CAT 

Le plasmide pOR3/CAT contient les elements suivants (Figure 4) : 
20 - Une sequence de regulation constitute d'une sequence OR3 

d'interaction avec le represseur Cro (SEQ ID n° 2) ; 

- un promoteur minimal derive du promoteur du gene de la thymidine 
kinase (region -37 a + 19 portant la boite TATA); 

- la sequence codant pour la chloramphenicol acetyl transferase (CAT) 
25 sous contrdle dudit promoteur minimal. 

Ce plasmide a ete construit de la maniere suivante : La sequence OR3 
d'interaction avec le represseur Cro a ete synthetisee artificiellement. Pour 
cela, les deux oligonucleotides suivants ont ete synthetases : 
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Oligo 5533 (SEQ ID n° 22) : 5'-GATCCTATCACCGCAAGGGATAA-3' 
Oligo 5534 (SEQ ID n° 23) : 3'-GATAGTGGCGTTCCCTATTTCGA-5' 
Ces deux oligonucleotides ont ensuite ete hybrides pour reconstituer 
la sequence double brin OR3 bordee de sequences permettant son clonage 
5 oriente comme suit : 

GATCCTATCACCGCAAGGGATAA 

GATAGTGGCGTTCCCTATTTCGA 

1.3. Construction de cassettes d'expression de genes toxiques 

Les cassettes d'expression de genes toxiques sont obtenues a partie 
10 des plasmides decnts ci-dessus (1.1. et 1.2.) par remplacement de la 
sequence CAT par la sequence codant pour le produit toxique, de preference 
le gene Grb3-3 (PCT/FR94/00542), le gene de la thymidine kinase, le gene 
codant pour la toxine diphterique ou pseudomonas, etc. 

pypmplP ? : Constri c tion ri'un antinnrns simple chaine SP6cifjfl»9 de p53 
15 Cet anticorps simple chaine a ete construit selon le protocole suivant : 

- Les cDNA codant pour les regions VH et VL ont ete obtenus a partir 
de I'hybridome pAb421 produisant un anticorps anti-p53. Pour cela, les ARN 
totaux de I'hybridome ont ete extraits et soumis a une reaction de 
transcription inverse en utilisant des hexameres random comme amorces. 
20 Utilisation de ce type d'amorce permet d'eviter I'emploi d'amorces 
specifiques des immunoglobulines. Les clones d'ADNc obtenus ont une 
longueur suffisante pour doner les regions V. Toutefois, dans la mesure ou 
ils represented une taible fraction des cDNA totaux presents, une reaction 
prealable d'amplification doit etre realis6e pour produire suffisamment de 
25 DNA pour le clonage. Pour cela, les ADNc codant pour les regions VH et VL 
ont ete amplifies separement. Les amorces utilisees sont des 
oligonucleotides hybridant au niveau des extremites opposees des regions 
variables de chaque chaine (H et L). Le produit d'amplification utilisant les 
amorces specifiques des chaines lourdes est un fragment de 340 paires de 
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bases environ. Le produit d'amplification utilisant les amorces specifiques des 
chaines legeres est un fragment de 325 paires de bases environ. 

- Apres purification, les ADNc codant pour les regions VH et VL de 
I'anticorps ont ete assembles en une chaine unique au moyen d'un bras 

5 nucleotidique (L). Le bras nucleotidique a ete construit de telle sorte que 
I'une des extremites se lie a I'extremite 3' de I'ADNc codant pour la region VH 
et I'autre a I'extremite 5' de I'ADNc codant pour la region VL. La sequence du 
bras code pour le peptide SEQ ID n° 5. La sequence assemblee de 700 pb 
environ contient, sous forme d'un fragment Ncol-Notl, I'enchainement VH-L- 

10 VL dont la sequence est representee SEQ ID n° 4 (acides amines 9 a 241). 
Cette sequence inclut egalement en C-terminal la sequence tag de myc 
(residus 256 a 266). 

Fxamnlft 3 : Constriction de se niiftnnes d'anirias nucleinues codant nour des 
morulas nhimferiai iftR hisnecifinues contant un domaine riff liaison ft Ufl 
15 transantivatfiur constitue d'un anticorns simple chaine (ScFy). 

3.1. Construction d'un plasmide comportant une sequence ScFv-myc- 
Hinge-TetR ou Cro (Figures 5A et 6) 

Le fragment Ncol-Notl contenant I'ADNc codant pour le ScFv anti-p53 
a tout d'abord ete clone dans un plasmide de type pUC19. La sequence 
20 codant pour I'epitope VSV (SEQ ID n° 7) ou myc (SEQ ID n° 8) est inseree 
en aval du fragment (Figure 6). 

Les sequences codant pour les proteines TetR et Cro ont ensuite ete 
obtenues comme suit : 

- La s6quence codant pour TetR a ete obtenue par amplification a 
25 partir d'un plasmide matrice portant la sequence tetR au moyen des 

oligonucleotides suivants : 

Oligo 5474 (SEQ ID n° 10) : 

GGCTCTAGACCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAACGCG 
TGGATCCATGTCCAGATTAGATAAAAGTAAAG 
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Oligo 5475 (SEQ ID n° 1 1 ) : 

CGTACGGAATTCGGGCCCTTACTCGAGGGACCCACTTTCACATTT 
AAGTTG 

Ces oligonucleotides apportent egalement la sequence codant pour le 
5 bras peptidique Hinge reliant les deux domaines fonctionnels de la 
molecules. 

Le fragment amplifie contient done la sequence codant pour le bras 
peptidique et pour le domame de liaison a I'ADN tetR. Ce fragment a ete 
clone aux sites Xbal-EcoRI du plasmide obtenu ci-dessus pour generer un 
10 plasmide contant la sequence codant pour la molecule ScFv-myc-Hmge-TetR 
(Figure 6). 

- La sequence codant pour Cro a ete obtenue par amplification sur 
une matrice d'ADN du bacteriophage Lambda au moyen des oligonucleotides 
suivants : 

15 Oligo 5531 (SEQ ID n° 12) : 

GGCTCTAGACCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAACGCG 

TGGATCCATGGAACAACGCATAACCCTGAAAG 

Oligo 5532 (SEQ ID n° 13) : 

CGTACGGAATTCGGGCCCTTACTCGAGTGCTGTTGI Mill iGTT 
20 ACTCGG 

Ces oligonucleotides apportent egalement la sequence codant pour le 
bras peptidique Hinge reliant les deux domaines fonctionnels de la 
molecules. 

Le fragment amplifie contient done la sequence codant pour le bras 
25 peptidique et pour le domaine de liaison a I'ADN Cro. Ce fragment a ete 
clone aux sites Xbal-EcoRI du plasmide obtenu ci-dessus pour generer un 
plasmide contant la sequence codant pour la molecule ScFv-myc-Hinge-Cro 
(Figure 6). 

3.2. Construction d'un plasmide comportant une sequence ScFv- 
30 Hinge-TetR ou Cro (Figure 5B) 
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Cet exemple decrit la construction de plasmides portant une sequence 
codant pour une molecule chimerique bispecifique selon I'invention 
depourvue de sequence tag. 

Ces plasmides ont ete obtenus a partir des plasmides decrits en 3.1. 
5 ci-avant par digestion par les enzymes Notl et Xbal. Cette digestion permet 
d'exciser le fragment portant la region codant pour le tag myc. 

3.3. Construction d'un plasmide comportant une sequence ScFv-TetR 

ou Cro (Figure 5C) 

Cet exemple decrit la construction de plasmides portant une sequence 
10 codant pour une molecule chimerique bispecifique selon I'invention 
depourvue de bras et de sequence tag. 

Ces plasmides ont ete obtenus a partir des plasmides decrits en 3.1. 
ci-avant par digestion par les enzymes Notl et BamHI. Cette digestion permet 
d'exciser le fragment portant la region codant pour le tag myc et pour le bras 
15 peptidique Hinge. 

Fxfimnlft 4 : Construction de s6gi)RncfiS d' a r.irtes nucleinues codant DOUr des 
minutes chimerigues bisoecifinues cont a n t u n domaioe de liaison a un 
tranfiartivataur co nstitufi d'un rinmaine d'olinomerisation. 

4.1. Clonage de la region d'oligomerisation de la proteine p53 

20 (fragment 320-393). 

L'ADNc codant pour la region d'oligomerisation de la proteine p53 
(SEQ ID n° 3) a ete obtenu par amplification par PCR sur un plasmide 
portant le cDNA de la p53 sauvage humaine a I'aide des oligonucleotides 
suivants : 

25 Oligo 5535 (SEQ ID n° 14): 

CAGGCCAIQfiCATGAAGAAACCACTGGATGGAGAA 

(la partie soulignee represente un site Ncol) 
Oligo 5536 (SEQ ID n° 15) : 

nnTC GGATCCTCTAGA TGCGGCCGCGTCTGAGTCAGGCCCTTC 
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(Partie soulignee : site BamHI; Double-souligne : site Xbal: Gras : site 

Notl). 

4.2. Les plasmides p53 320/393-myc-Hinge-TetR ou Cro (Figure 5A) 
ont ete obtenus par clonage du fragment amplifie ci-dessus sous forme d"un 

5 fragment Ncol-Notl dans les sites correspondants des plasmides decrits dans 
I'exemple 3.1., en substitution de la region codant pour le ScFv. 

4.3. Les plasmides p53 320/393-Hinge-TetR ou Cro (Figure 5B) ont 
ete obtenus par clonage du fragment amplifie en 4.1. sous forme d'un 
fragment Ncol-Xbal dans les sites correspondants des plasmides decrits 

10 dans I'exemple 3.1. , en substitution de la region codant pour le ScFv et le 
tag. 

4.4. Les plasmides p53 320/393-TetR ou Cro (Figure 5C) ont ete 
obtenus par clonage du fragment amplifie en 4.1. sous forme d'un fragment 
Ncol-BamHI dans les sites correspondants des plasmides decrits dans 

15 I'exemple 3.1. , en substitution de la region codant pour le ScFv, le tag et le 
Hinge. 

4.5. Les plasmides tetR ou Cro- p53 320/393 (Figure 5D) ou tetR ou 
Cro-Hinge-p53 320/393 (Figure 5E) ont ete obtenus par clonage de 
fragments amplifies par PCR sur un plasmide portant le cDNA de la p53 

20 humaine sauvage a I'aide des oligos 5537/5539 ou 5538/5539 digeres par 
Xhol/EcoRI dans les plasmides decrits en 3.1. , prealablement digeres par 

Xhol/EcoRI. 

Oligo 5537 (SEQ ID n° 16) : 

CAGGCTCGAGAAGAAACCACTGGATGGAGAA 

25 Oligo 5538 (SEQ ID n° 17) : 

CAGGCTCGAGCCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAAAGA 

AACCACTGGATGGAGAA 

Oligo 5539 (SEQ ID n° 18) : 

GGTCGAATTCGGGCCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTTC 
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f yg^plft 5 : Construction d'un niasmide co n trols oortant un sequence CQdant 
n ojir une molecule nhimeriaue cnmoortant nn riomaine riff liaison a. 1'ADN 
(JptR mi Cm) et le riomaine tran sactivateur de la nroteine n53 (rfeaion 1-73). 

Les plasmides p53 1/73 - TetR ou Cro avec ou sans tag (myc ou VSV) et 
5 Hinge (Figures 7 A, B et C) ont ete obtenus par clonage de fragments 
amplifies par PCR a partir d'un plasmide portant le cDNA de la p53 sauvage 
humaine a I'aide des oligos 5661/5662 puis digeres par Ncol/Notl, Ncol/Xbal, 
Ncol/BamHI dans les plasmides decrits en 3.1. , prealablement digeres par 
Ncol/Notl, Ncol/Xbal ou Ncol/BamHI. 
10 Oligo 5661 (SEQ ID n° 1 9) : 

CAGGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCC 

Oligo 5662 (SEQ ID n° 20) : 

CGTCGGATCCTCTAGATGCGGCCGCCACGGGGGGAGCAGCCTC 

TGG 

15 Fxemnle 6 • ronstruction de pl a smides d'exnression dfi diff6rentes 
mnlftfti lies hvhrides de rinvention 

Les plasmides utilises pour I'expression de molecules hybrides ont ete 
obtenus par clonages des fragments contenant les cDNA codant pour ces 
molecules aux sites Ncol/EcoRl du vecteur d'expression eukaryote pcDNA3 
20 (Invitrogen). Les differentes constructions ainsi effectuees sont les suivantes: 

- ScFv 421: SEQ IDn°4 

- TET19: proteine hybride contenant I'enchainement ScFv421-VSV-Hinge- 
TetR decrite en figure 6 suivant I'exemple 3.1 

- TET02: proteine hybride contenant I'enchainement p53(320/393)-VSV- 
25 Hinge-TetR decrite en figure 5A suivant I'exemple 4.3 

- TET03: proteine hybride contenant I'enchainement p53(320/393)-Hinge- 
TetR decrite en figure 5B suivant I'exemple 4.4 
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- TET04: proteine hybride contenant I'enchainement p53(320/393)-TetR 
decrite en figure 5C suivant I'exemple 4.4 

- TET07: proteine hybride contenant I'enchainement p53(1 /73)-VSV-Hinge- 
TetR decrite en figure 7A suivant I'exemple 5 

5 Fxemple 7 : Reconnaissance de se quences d'ADN double brin spfecjfjques, 
par les molecules hvbrides de I'invention 

7.1. Production des molecules hybrides 

Les diflerentes molecules utilisees dans cette experience ont ete obtenues 
par traduction in vitro en lysat de reticulocytes des molecules decrites dans 
10 I'exemple 6 en utilisant le kit TNT Coupled Reticulocyte lysate Systems 
(Promega) suivant le protocole experimental decrit par le fournisseur pour un 
volume reactionnel total de 50 \x\. 

7.2 Construction de la sequence d'ADN double brin specifique 

La sequence d'ADN double brin specifique utilisee dans cette experience est 
15 constitute de deux oligonucl6otides de synthese dont la sequence est la 
suivante: 

Oligo 5997 (SEQ ID n°24): 

GATCCGACTTTCACTTTTCTCTATCACTGATAGTGAGTGGTAAACTCA 

Oligo 5998 (SEQ ID n°25): 
20 AGCTTGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCG 

Ces deux oligonucleotides de synthese ont ete marques au phosphore 33 
par incubation de 30min a 37°C de 10 pmole de chaque oligonucleotide dans 
10 nl du milieu rectionnel suivant: 

Tris-HCI pH7,6 50mM 
25 MgCL 10mM 

dithiothreitol 5m M 
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Spermidine 100uM 

EDTA 100uM 

ATP-7- M P (Amersham) 50uCi (1000-3000 Ci/mmole) 

T4 kinase (Boehringer) 10U 

5 Puis les deux oligonucleotides ainsi marques ont ete hybrides en presence 
de de 400mM NaCI pour reconstituer la sequence double brin TetO suivante 
(SEQ ID n°26): 

GATCCGACTTTCACTTTTCTCTATCACTGATAGTGAGTGGTAAACTCA 
CTAGGCTCAAAGTGAAAAGAGATAGTGACTATCACTCACCATTTGAGT 

10 7.3 Reconnaissance de la sequence double brin TetO par les differentes 
molecules hybrides de I'invention 

La reaction de liaison a I'ADN est effectuee dans 50 pi de milieu reactionnel 
(Tris-HCI pH7,4 10mM, MgCI 2 10mM, KCI 10mM, p-mercaptoethanol 6mM, 
EDTA 0,1 mM, BSA 0,5mg/ml) par addition de la sequence TetO (10 10 M) 

15 preparee selon I'exemple 7.2, de 1 0 yA du produit de traduction prepare selon 
I'exemple 7.1 et de 10*M de I'oligonucleotide competiteur troid AP2 
(Promega) utilise pour eliminer la fixation non specifique. La specificite de 
I'interaction est verifiee par deplacement de I'equilibre par addition de 
tetracycline 10 (Sigma) dans le milieu reactionnel. Les melanges 

20 reactionnels sont incubes 15min a 20°C puis additionnfe de 10 Ml de glycerol 
a 50 %, et les melange finaux sont soumis a une electrophorese native sur 
gel de polyacrylamide a 5% avec migration a 200V et 16°C. Le gel est 
ensuite seche et autoradiographic. 

Le resultat de cette experience effectuee avec les molecules hybrides 
25 TET19, TET02 et TET07 est presente sur la figure 9. Dans ces conditions.la 
liaison de ces trois molecules a la sequence d'ADN specifique double brin 
TetO est observee par un retard de migration de celle-ci, et la specificite de 
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cette interaction est mise en evidence par Inhibition de ce retard par addition 
de tetracycline. 

Ce resultat confirme done que les molecules hybrides de I'invention sont 
capables de se lier de fagon specifique a la sequence nucleotidique TetO 

5 Fxemple 8 : I iaison specifinup des m o dules hvbriries de I'invftntion & Une 
mnl6niilft nresentant un doma ins transactivateur transcriptionnel. 

8.1. Production des molecules hybrides de I'invention et de molecules 
presentant ou non un dornaine transactivateur transcriptionnel. 

Pour cette experience, les molecules hybrides de I'invention ScFv 421, 
10 TET19 et TET02 selon I'exemple 6 ont ete produites par traduction in vitro en 
utilisant le protocole experimental selon I'exemple 7.1 en presence de 44uCi 
de ^S-methionine (Amersham) (1175 Ci/mmole) pour generer ces molecules 
hybrides radioactivement marquees. 

Les cDNA des molecules presentant ou non un dornaine 
15 transactivateur transcriptionnel ont ete clones dans le vecteur pBlueBaclll 
(Invitrogen) au site BamHI. A partir de ces vecteurs, des baculovirus 
recombinants ont ete produits et purifies suivant les instructions du tabricant. 
Les molecules sont produites par infection avec le baculovirus recombinant 
de cellules d'insecte sf9 suivant le protocole experimental du fabricant. Des 
20 extraits proteiques a la concentration proteique finale de 10mg/ml sont 
prepares suivant le protocole decrit par K. Ory et al. (K. Ory, EMBO J., 13, 
3496-3504, 1994). Ces molecules sont les suivantes: 

- p53 (1/393): proteine p53 sauvage 

- p53 (1/320): proteine p53 sauvage limitee a sa sequence en acide amine 1 
25 a 320 et done depourvue de son dornaine d'oligomerisation et du dornaine 

reconnu par I'anticorps monoclonal pAb421 . 
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8.2. Liaison des molecules hybrides de I'invention aux molecules presentant 
ou non un domaine transactivateur transcriptionnel 

5 |il de chacun des produits de traduction in vitro prepares selon I'exemple 
8.1 ont ete incubes avec 5ul de I'extrait baculovirus prepare selon I'exemple 

5 8.1 et 2ug de I'anticorps monoclonal DOI (Oncogene Sciences) qui reconnait 
I'extremite N-terminale de la proteine p53 pendant 16 heures a 4°C dans 
100ul de tampon RIPA modifie ((K. Ory, EM BO J., 13, 3496-3504, 1994). 
L'immunoprecipitation est realise comme decrit par K. Ory et al. (K. Ory, 
EMBO J., 13, 3496-3504, 1994). Les complexes retenus par I'anticorps sont 

10 elues par incubation de 10min a 80°C en presence de 30ul de tampon de 
migration (Laemmli U.K., Nature, 227, 680-685, 1970) et soumis a 
electrophorese sur gel de polyacrylamide a 10% en milieu denaturant a 200V 
suivant le protocole precedemment decrit (Laemmli U.K., Nature, 227, 680- 
685, 1970). Le gel est ensuite seche et revele a I'aide d'un instantimager 

15 (Packard instruments) qui permet de quantifier les quantites de molecules 
hybrides liees a la molecule presentant ou non un domaine transactivateur 
transcriptionnel. Les resultats de cette experience sont represents sur la 
figure 10. 

Dans ces conditions, il apparait nettement que la molecule hybride 
20 presentant le ScFv 421 (TET19) reconnait bien la molecule p53 (1/393) de 
facon equivalente au ScFv 421 seul, et la molecule hybride presentant le 
domaine 320/393 (TET02) presente les memes proprietes mais avec un 
pouvoir de retention de la p53(1/393) beaucoup plus important. De plus, 
I'absence de signal observe lors de I'incubation avec la molecule p53(1/320) 
25 montre que ces interactions sont bien specif iques et mediees par I'extremite 
C-terminale de la proteine p53 (acides amines 320 a 393) comme attendu. 

Ces resultats confirment done que les molecules hybrides de I'invention sont 
bien capables de recruter un domaine transactivateur transcriptionnel porte 
par une molecule dont elles sont des partenaires specifiques. 
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Exemnle 9 : Recrutement f o nrtmnnel d'un cipma'pe t r ansattiYateur 
transcrmtionnel p ar les molecules hvbrirlRS de I'inventiQn 

Le recrutement fonctionnel d'un domame transactivateur transcriptionnei par 
les molecules hybrides de ^invention a ete evaiue dans un syst6me de 

5 transactivation in vivo dans les cellules SAOS-2 (osteosarcome humain) 
deficientes pour les deux alleles de la proteine p53, dans la lignee tumorale 
H358 dfeficiente pour les deux alleles de la proteine p53 (Maxwell & Roth, 
Oncogene 8, 3421, 1993) et dans la lignee tumorale HT29 deficiente pour un 
des deux alleles de la proteine p53 et presentant un allele mut6 (mutation 

10 H273). Ce syt6me repose sur 1'utilisation dun gene rapporteur dosable 
enzymatiquement et place sous la dependance d'un promoteur contenant les 
motifs nucleotidiques de reconnaissance specifique par le represseur Tet. 
(Operateur Tet). 

Dans ce test, le gene rapporteur LUC (luciferase) place sous controle de 
15 I'operateur Tet est contenu dans le plasmide pUHC1 3-3 (Gossen M. & Bujard 
H.,Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 5547-5551, 1992). 

9.1 Lignees cellulaires utilisees et conditions de culture 

Les lignees cellulaires utilisees dans ces experiences ainsi que leur genotype 
lie a la proteine p53 et les milieu de culture utilises pour leur croissance sont 
20 reportes dans le Tableau ci-dessous : 



Tableau: lig nees cellulaires 



Lignee 


p53 

, 1 


Milieu de culture 


n°ATCC 


SAOS-2 


-/- 


milieu DMEM (Gibco BRL) additionne de 
10% de serum de veau foetal (Gibco BRL) 


HTB 85 


H358 




milieu RPMI1640 (Gibco BRL) additionne de 
10% de serum de veau foetal (Gibco BRL) 




HT29 


-/H273 


milieu DMEM (Gibco BRL) additionne de 
10% de serum de veau foetal (Gibco BRL) 
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9.2. Plasmides (^expression des molecules presentant un domaine 
transactivateur transcriptionnel 

Les molecules presentant un domaine transactivateur transcriptionnel 
5 utilisees dans cette experience sont la proteine p53 sauvage (wt) et les 
mutant G281 et H175 de cette proteine. Les cDNA codant pour ces trois 
proteines ont ete inseres au site BamHI du vecteur pcDNA3 (Invitrogen). 

9.3. Expression intracellular des molecules hybrides de I'invention 

Les molecules hybrides de I'invention sont exprimees dans les cellules en 
10 culture par transfection transitoire en utilisant le protocole suivant : 

Les cellules (3,5 10 5 ) sont ensemencees dans des plaques 6 puits contenant 
2 ml de milieu de culture, et cultivees sur la nuit dans un incubateur a CO z 
(5 %) a 37°C. Les differentes constructions sont alors transferees en 
utilisant la lipolectAMINE (Gibco BRL) comme agent de transfection de la 
15 fagon suivante: 1,5 ug de plasmide total sont incubes ( dont 0,25 ug du 
plasmide reporter) avec 5 ul de lipofectAMINE pendant 30 min avec 2 ml de 
milieu de culture sans serum (melange de transfection). Pendant ce temps, 
les cellules sont rincees deux fois au PBS puis incubees 4 h a 37°C avec le 
melange de transfection, apres quoi celui-gi est aspire et remplace par 2 ml 
20 de milieu culture additione de 10 % de serum de veau foetal inactive a la 
chaleur et les cellules remises a pousser pendant 48 h a 37°C. 

9.4. Detection de I'activation de la transcription 

L'activation de la transcription liee au recrutement fonctionnel du 
transactivateur transcriptionnel est detectee et quantifiee par la mesure de 
25 I'activite luciferase codee par le gene LUC en utilisant le kit Luciferase Assay 
System (Promega) selon le protocole experimentale du fabricant. 
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9.5. Recrutement fonctionnel d'un domaine transactivateur transcriptionnel 
par les molecules de I'invention 

Cette experience a ete effective en utilisant les molecules TET02, TET03 et 
TET07 selon I'exemple 6. Dans cette experience la molecule TET07 sert de 
5 contrSle positif puisqu'elle possede son propre domaine transactivateur 
transcriptionnel. 

Les resultats obtenus dans les cellules SAOS-2 et presentes dans la figure 
1 1 montrent que la molecule TET07 est bien capable a elle seule d'activer la 
transcription du gene LUC place sous le controle de I'operateur Tet 

10 contrairement a la construction TET02. Ceci est en accord avec le fait que 
cette lignee cellulaire ne contient pas de proteine p53 endogene qui ne peut 
done etre recrutee par la molecule TET02. Par contre, I'introduction de la 
proteine p53 sauvage ou de son mutant G281 qui ne produisent pas de 
signal a elles seules, est capable de generer une activite transcriptionnelle en 

15 presence de la molecule TET02. Un tel resultat n'est pas observable avec le 
mutant H175 decrit dans la litterature comme presentant un domaine 
transactivateur transcriptionnel non fonctionnel. 

Ce resultat obtenu dans la lignee cellulaire SAOS-2 avec la molecule TET02 
a pu etre reproduit dans une lignee tumorale ne contenant pas non plus de 
20 p53 endogene (cellules H358) et a pu etre etendu aux molecules TET03 et 
TET04 (figure 12). 

Dans le but de confirmer ces deux resultats dans un contexte cellulaire 
different, la molecule TET02 ainsi que le contr6le positif TET07 ont ete 
exprimees dans les cellules HT29 qui presentent une proteine p53 endogene 
25 mutante (H273), le controle negatif de cette experience consistant a 
transfecter le vecteur pcDNA3 vide. Le resultat de cette experience, presente 
dans le Tableau ci-dessous, montre que la molecule TET02 est bien capable 
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de recruter le domaine transactivateur transcriptionnel de la proline p53 
endogene. 

Tahlaau : Activation tran s nrintionnelle des molecules hvhrides tift Invention 
rians les cellules HT29 



pcDNA3 


TET07 


TET02 


1 


59 


10 



L'ensemble de ces experiences montre done que les molecules hybrides de 
Invention sont bien capables de lier a la fois des sequences d'ADN double 
brin specifiques et des proteines presentant un domaine transactivateur 
10 transcriptionnel, et que ces molecules sont capables d'induire de maniere 
conditionnelle I'expression de genes d'interet. 
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;:; dl sequence. 



INFORMATIONS GENE R A L I 



RHONE PCULENC RORER S.A. 
20, AVENUE RAYMOND AKON 



<i) DEPOSANT 

(A) NOM 

(B) RUE 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(FJ CODE POSTAL: 92165 

( G ) TELEPHONE: (1) 40. 91. 70.36 

( H ) TELECOPIE: U) 40.91.72.91 

15 t - lx s TTTRE DE L ' INVENTION: SYSTEME D ' EXPRESSION COND IT I ONNEL 

NOMBRE DE SEQUENCES: 26 

■.iv, FORME DEC HI FFRABLE PAR CRDINATEUR: 
20 (A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(E) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(Dj LOGICIEL: Patentln Release /M . C , Version #1.30 (OE3, 



( 2 ) 



I N FOR MAT I Or J S POUR LA SEQ ID NO : 1: 



U, CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 
30 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii> TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi : DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
TCTCTATCAC TGATAGGGA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
50 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(li) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



55 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 2 
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TATCACCGCA AGGGATA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

5 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 74 acides amin,s 

(B) TYPE: acide amin, 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
10 (D) CONFIGURATION: lin,aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

{ iii ) HYPOTHETIQUE : NON 

15 

(iv) ANTI-SENS : NON 



20 



25 



40 



50 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Lys Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe Thr Leu Gin lie Arg Gly Arg 

1 5 10 15 

Glu Arg Phe Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys 
20 25 30 



Asp Ala Gin Ala Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His Ser Ser 
30 35 40 45 

His Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gin Ser Thr Ser Arg His Lys Lys Leu 
50 55 60 

35 Met Phe Lys Thr Glu Gly Pro Asp Ser Asp 

65 70 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 768 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TTACTCGCGG CCCAGCCGGC CATGGCCCAG GTGCAGCTGC AGCAGTCTGG GGCAGAGCTT 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



240 

300 



GTAAGGTCAG GGGCCTCACT CAAGTTGT" TGCACACCTT CTGGCTTCAA CATTAAAGAC 

TACTATATGO ACTGGGTGAA GCAGAGGCCT GAACAGGGGC TGGAGTGGAT TGGATGGATT 

GATCCTAAGA ATGGTGATAG TG AATATGCC CGGAAGTTGG AGGGCAAGGC GACTATGACT 

GGAGAGACAT CCTCCAATAC AGCCTACCTG CAGCTCAGCA GCG^GGGATC TGAGGACACT 

GGCGTGTATT ATTGTAATTT TTACGGGGAT GGTTTGGACT ATTGGGGCCA AGGGACCACG 3 60 

GTCACCGTCT CGTCAGGTGG AGGCGGTTGA GGCGGAGGTG GCTCTGGGGG TGGCGGATCG 42 0 

GATGTTTTGA TG ACCCAAAC TGGACTGAGT TTGTGGGTTA CCATTGGACA AC CAGCCTCC 482 

ATCTOTTGCA AGTCAAGTCA GAGCCTCTTG GATAGTGATG G AAAAA C A T A TTTGAATTGG 540 

TTGTTACAGA GCCCAGGCCA GTCTCCAAAG CCCCTAATCT ATCTGGTGTC TAAACTGGAC 6 00 

TCTGGAGTCC GTGACAGGTT CACTGGCAGT GGATCAGGGA CAGATTTCAC ACTTAAAATC 660 

AA C A G A G T 0 G AGGCTGAGGA TTTGGGAGTT TATTATTGCT GGCAAGGTAC ACATTCTCCG TO 

CTTACGTTCG GTGCTGGCAC CAAGCTGGAA ATTAAACGGG CGGCGGGA 

;0: INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

■u CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
\A) LONGUEUR: 15 acides amm,s 
vB; TYPE: acide amine 
(C) NOMBRE DE BRIMS: simple 
(O) CONFIGURATION: lineaire 

TYPE DE MOLECULE: peptide 

HYPOTHETIQUE : NON 

ANTI-SENS : NON 



6S 



( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Giy Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
15 ^0 15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

a) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

CO NOMBRE DE BRINS : double 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(in) HYPOTHETIQUE: NON 
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15 



30 



35 



45 



(iv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . . 30 



10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

CCC AAG CCC AGT ACC CCC CCA GGT TCT TCA 
Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser 
1 5 TO 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 7: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 18 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE : CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . . 1 8 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



ATG AAC CGG CTG GGC AAG 
40 Met Asn Arg Leu Gly Lys 
1 5 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
50 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

55 

(iv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE: 
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10 



30 



50 



55 



(A; NON 7 CLE : ^D^ 

{ B } EMPLACEMENT : 1 . . 3 3 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

GAA CAA AAA CTC ATC T C A GAA GAG GAT CTG AAT 33 

Glu Gin Lys Leu He Ser Glu Glu Asp Leu Asn 
1 S 1 0 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 



(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
]5 (A) LONGUEUR: 7 acides amines 

(E) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : sirr.ple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

20 (li) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(in) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANT I -SENS: NON 

25 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Pro Lvs Lys Lys Arg Lys Val 
1 * S 



35 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

U) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 66 paires de oases 

(B) TYPE: nucleotide 

40 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lmeaire 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

45 (in) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
GGCTCTAGAC CCAAGCCCAG TACCCCCCCA GGTTCTTCAA CGCGTGGATC CATGTCCAGA 60 
TTAGATAAAA GTAAAG 66 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 11 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

10 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



15 



20 



35 



40 



45 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 11: 
CGTACGGAAT TCGGGCCCTT ACTCGAGGGA CCCACTTTCA CATTTAAGTT G 51 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: 66 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GGCTCTAGAC CCAAGCCCAG TACCCCCCCA GGTTCTTCAA CGCGTGGATC CATGGAACAA 60 
CGCATAACCC TGAAAG 66 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 51 paires de bases 
50 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iv) ANTI-SENS: NON 
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(xi, DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: . J : 
CGTACGGAAT TCGGGCCCTT ACTCGAGTGC TGTTGTTTTT TTGTTACTCG G 

;2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 panes de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 
15 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ni TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(in) HYPOTHETIQUE : NON 

Civ) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14 
CAGGCCATGG CATGAAGAAA CCACTGGATG GAGAA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 4 3 paires de bases 
35 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(n) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(in) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
50 CGTCGGATCC TCTAGATGCG GCCGCGTCTG AGTCAGGCCC TTC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

55 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CAGGCTCGAG AAGAAACCAC TGGATGGAGA A 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 61 paires de bases 
20 (B ) TYPE : nuc leot ide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
35 CAGGCTCGAG CCCAAGCCCA GTACCCCCCC AGGTTCTTCA AAGAAACCAC TGGATGGAGA 



A 



40 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleot ide 

45 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

50 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
GGTCGAATTC GGGCCCTCAG TCTGAGTCAG GCCCTTC 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : double 

(D) CONFIGURATION: lmeaire 



in) TYPE DE MOLECULE: AD Nc 
HYPCTHETIQUE : NGN 
15 (iv) ANTI-SENS: NON 

20 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEC ID NO: "9: 

CAGGCCATGG AGGAGCCGCA GTCAGA 



? 9 



25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 

GGTCGAATTC GGGCCCTCAG TCTGAGTCAG GCCCTTC 

30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 46 paires de bases 

(B) TYPE; nucleotide 

35 (C) NOMBRE DE BRINS : double 

( D ) CONFIGURATION: lmeaire 

(ll) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

40 (in) HYPOTHETIQUE : NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
CGTCGGATCC TCTAGATGCG GCCGCCACGG GGGGAGCAGC CTCTGG 46 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 21: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
55 (A) LONGUEUR: 66 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lmeaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE; NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 

Met Glu Gin Arg lie Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gin 

15 10 15 

15 Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gin Ser Ala lie Asn Lys 

20 25 30 

Ala He His Ala Gly Arg Lys He Phe Leu Thr He Asn Ala Asp Gly 

35 40 45 



20 



Ser Val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr 
50 55 60 



Thr Ala 
25 65 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

30 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
40 (iv) ANTI-SENS : NON 



45 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22; 

GATCCTATCA CCGCAAGGGA TAA 

50 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 3 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

55 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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,111) HYPOTHETIQUE: NOII 
{iv) ANTI-SENS: NGN 

5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 23: 
10 GATAGTGGCG TTCCCTATTT CGA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

15 i; CARACTERI STIQUES DE DA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 
( b ) TYPE: nucleotide 
iC) NOMBRE DE BRINS : double 
(D) CONFIGURATION: lmeaire 

20 

in) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(m) HYPOTHETIQUE: NON 
25 (iv) ANT I - SENS : NON 



30 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 

GATCCGACTT TCACTTTTCT CTATCACTGA TAGTGAGTGG TAAACTCA 

35 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NC : 25: 

(l) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

40 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lmeaire 

(11) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

45 (in) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



50 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 
AGCTTGAGTT TACCACTCCC TATCAGTGAT AGAGAAAAGT GAAAGTCG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 26: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 96 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

5 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
10 (iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 
GATCCGACTT TCACTTTTCT CTATCACTGA TAGTGAGTGG TAAACTCACT AGGCTCAAAG 
TGAAAAGAGA TAGTGACTAT CACTCACCAT TTGAGT 



60 
96 
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RFVFNPICATIONS 

1. Molecule chimerique bispecifique comprenant un domaine capable de lier 
selectivement une sequence definie d'ADN et un domaine detecteur capable 
de lier specifiquement un transactivateur ou transrepresseur ou un complexe 

5 transactivateur ou transrepresseur caracteristique d'un etat physiologique ou 
physiopathologique. 

2. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive dune 
proteine capable d'interagir avec I'ADN. 

10 3. Molecule selon la revendication 2 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive d'une 
proteine eucaryote. 

4. Molecule selon la revendication 3 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive des 

15 proteines p53, STAT ou NFkB. 

5. Molecule selon la revendication 2 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive d'une 
proteine procaryote. 

6. Molecule selon la revendication 5 caracterisee en ce que la proteine 
20 procaryote est un represseur bacterien. 

7. Molecule selon la revendication 6 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive la proteine 
tetR. 

8. Molecule selon la revendication 6 caracterisee en ce que le domaine 
25 capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN derive la proteine 

Cro. 
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9. Molecule selon I'une des revendications 2 a 8 caracterisee en ce que le 
domaine capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN 
comprend le domaine d'interaction avec I'ADN de ladite proteine. 

10. Molecule selon I'une des revendications 2 a 8 caracterisee en ce que le 
5 domaine capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN est 

constitue de la proteine complete. 

11. Molecule selon la revendication 10 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN est constitue de la 
proteine tetR. 

10 12. Molecule selon la revendication 10 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier selectivement une sequence definie d'ADN est constitue de la 
proteine Cro. 

13. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier specifiquement le transactivateur ou transrepresseur ou le 

15 complexe transactivateur ou transrepresseur est un domaine 
d'oligomerisation. 

14. Molecule selon la revendication 13 caracterisee en ce que le domaine 
d'oligomerisation est un leucine-zipper, un domaine SH3 ou SH2. 

15. Molecule selon la revendication 13 caracterisee en ce que le domaine 
20 d'oligom6risation capable de lier specifiquement le transactivateur est 

constitue de la partie C-terminale de la proteine p53. 

16. Molecule selon la revendication 15 caracterisee en ce que le domaine 
d'oligomerisation est constitue de la partie C-terminale de la proteine p53 
allant du residu 320 a 393 (SEQ ID n° 3), 302-360 ou 302-390. 

25 17. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier specifiquement le transactivateur ou transrepresseur ou le 
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complexe transactivateur ou transrepresseur est un domame synthetique ou 
naturel connu pour interagir avec ledit transactivateur ou transrepresseur ou 
complexe transactivateur ou transrepresseur. 

18. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que le domaine 
5 capable de lier specifiquement le transactivateur ou transrepresseur ou le 

complexe transactivateur ou transrepresseur est un anticorps ou un fragment 
ou derive d'anticorps dirige contre le transactivateur ou transrepresseur ou 
complexe transactivateur ou transrepresseur. 

19. Molecule selon la revendication 18 caracterisee en ce que le domaine 
10 capable de lier specifiquement le transactivateur ou le complexe 

transactivateur est constitue par un fragment Fab ou F(ab)"2 d'anticorps ou 
une region VH ou VL d'un anticorps. 

20. Molecule selon la revendication 18 caracterisee en ce que le domaine 
capable de lier specifiquement le transactivateur ou le complexe 

15 transactivateur est constitue par un anticorps simple chaine (ScFv) 
comprenant une region VH liee a une region VL par un bras. 

21. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que le domaine de 
liaison a I'ADN et le domaine de liaison au transactivateur sont relies entre 
eux par I'intermediaire d'un bras. 

20 22. Molecule selon la revendication 21 caracterisee en ce que le bras est 
constitue d'un peptide comprenant de 5 a 30 acides amines et, de 
preference, de 5 a 20 acides amines. 

23. Molecule selon la revendication 22 caracterisee en ce que le bras est 
choisi parmi les peptides de sequence SEQ ID n° 5 ou SEQ ID n° 6. 
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24. Molecule selon I'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
que le domaine de liaison a I'ADN est situe en position N-terminale et le 
domaine de liaison au transactivateur est situe en position C-terminale. 

25. Molecule selon I'une des revendications 1 a 23 caracterisee en ce que le 
5 domaine de liaison a I'ADN est situe en position C-terminale et le domaine de 

liaison au transactivateur est situe en position N-terminale. 

26. Molecule chimerique bispecifique de structure ScFv-VSV/myc-Hinge-TET 
ou Cro (Figure 5A). 

27. Molecule chimerique bispecifique de structure ScFv-Hinge-TET ou Cro 
10 (Figure 5B). 

28. Molecule chimerique bispecifique de structure ScFv-TET ou Cro (Figure 
5C). 

29. Molecule chimerique bispecifique de structure TET ou Cro-ScFv (Figure 
5D). 

15 30. Molecule chimerique bispecifique de structure TET ou Cro-Hinge-ScFv 
(Figure 5E). 

31. Molecule chimerique bispecifique de structure Oligom-VSV/myc-Hinge- 
TET ou Cro (Figure 5A), Oligom-Hinge-TET ou Cro (Figure 5B) ou Oligom- 
TET ou Cro (Figure 5C). 

20 32. Sequence d'acide nucleique codant pour une molecule chimerique selon 
I'une des revendications 1 a 31 . 

33. Sequence d'acide nucleique selon la revendication 32 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'une sequence d'ADN. 

34. Sequence d'acide nucleique selon la revendication 32 ou 33 caracterisee 
25 en ce qu'elle fait partie d'un vecteur. 
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35. Systeme conditionnel d'expression de genes comprenant : 

- une motecule chimerique telle que d6finie dans les revendications 1 

a 31, et, 

- une cassette d'expression comportant une sequence regulatrice, un 
5 promoteur transcriptionnel minimal et ledit gene. 

36. Systeme conditionnel selon la revendication 35 caract6ris6 en ce que ie 
domaine de liaison & I'ADN de la molecule chimerique est represents par tout 
ou partie de TetR et la sequence regulatrice comprend la sequence SEQ ID 
n° 1 ou un derive de celle-ci, eventuellement repetee plusieurs fois. 

10 37. Systeme conditionnel selon la revendication 35 caracterise en ce que le 
domaine de liaison d I'ADN de la molecule chimerique est represents par tout 
ou partie de Cro et la sequence regulatrice comprend la sequence SEQ ID n° 
2 ou un derive de celle-ci, eventuellement rep6t6e plusieurs fois. 

38. Systeme conditionnel selon Tune des revendications 35 & 37 caracterise 
15 en ce que le promoteur minimal comprend une boite TATA ou INR. 

39. Systeme conditionnel selon la revendication 38 caracterise en ce que le 
promoteur minimal derive du promoteur du g£ne de la thymidine kinase. 

40. Systeme conditionnel selon la revendication 39 caracterise en ce que le 
promoteur minimal est compost des nucleotides -37 & +19 du promoteur du 

20 g6ne de la thymidine kinase. 

41 . Vecteur comprenant : 

- une sequence d'acide nucieique codant pour une molecule 
chinrterique selon Tune des revendications 1 A 31 , et 

- une cassette d'expression comportant une sequence de regulatrice, 
25 un promoteur transcriptionnel minimal et une sequence codante d'interet. 
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42. Vecteur seion la revendication 41 caracterise en ce que le promoteur 
transcriptionnel minimal est defini selon les revendications 38 a 40. 

43. Vecteur selon la revendication 41 caracterise en ce que le domaine de 
liaison a I'ADN de la molecule chimerique est represents par tout ou partie de 

5 TetR et la sequence regulatrice comprend la sequence SEQ ID n° 1 ou un 
derive de celle-ci, eventuellement repetee plusieurs fois. 

44. Vecteur selon la revendication 41 caracterise en ce que le domaine de 
liaison a I'ADN de la molecule chimerique est represents par tout ou partie de 
Cro et la sequence regulatrice comprend la sequence SEQ ID n° 2 ou un 

10 derive de celle-ci, eventuellement repetee plusieurs fois. 

45. Vecteur selon I'une des revendications 41 a 44 caracterise en ce que la 
sequence codante d'interet est une sequence d'ADN codant pour un produit 
therapeutique. 

46. Vecteur selon la revendication 45 caracterise en ce que le produit 
15 therapeutique est un peptide ou polypeptide toxique. 

47. Vecteur selon" la revendication 46 caracterise en ce que le produit 
therapeutique toxique est choisi parmi la toxine diphterique, la toxine 
pseudomonas, la ricine A, la thymidine kinase, la cytosine desaminase, la 
proteine Grb3-3, ou le ScFv Y28. 

20 48. Vecteur selon I'une des revendications 41 a 47 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un vecteur plasmidique. 

49. Vecteur selon I'une des revendications 41 a 47 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un vecteur viral. 

50. Vecteur selon la revendication 49 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
25 adenovirus recombinant defectif . 
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51. Vecteur selon la revendication 49 caracterise en ce qu'il s'agit dun 
retrovirus recombinant defectif. 

52. Composition pharmaceutique comprenant au moins un vecteur selon 
Tune des revendications 41 a 51 . 

5 53. Acide nuc!6ique comprenant la sequence SEQ ID n° 4. 

54. Molecule seion la revendication 1 caracterisee en ce que le 
transactivateur caracteristique d'un etat physioiogique ou physiopathologique 
est une proteine d'origine virale, parasitaire, mycobactenenne ou cellulaire 
poss6dant une activity transactivateur transcriptionneL 

10 55. Molecule selon la revendication 54 caracterisee en ce que le 
transactivateur est une proteine virale choisie parmi la proteine Tat du virus 
VIH, les prolines E6/E7 du virus du papillome et la proteine EBNA du virus 
d'Epstein Barr. 

56. Mol6cule selon la revendication 54 caracterisee en ce que le 
15 transactivateur est une proteine cellulaire, de preference la proteine p53 

mutee ou sauvage. 

57. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que le 
transactivateur ou complexe transactivateur caracteristique d'un etat 
physioiogique ou physiopathologique est une proteine apparaissant dans une 

20 cellule infectee ou hyperproliferative 
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